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(57) Die Erfi; dung betrifft ein Verfahrun zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidylpeptidase IV (DP IV), das 
dadurch gekennzeichnet ist, daS vorzugsweise das Substrat Glycyl-L-Prolin-hydrazid die Bestimmung von Aktivitaten 
der DP IV sowohl mit einer manuellen Zweipunktmethode als auch mit einem automatisiertem Verfahren nach dem 
„flow stream'-Prinzip mit hohur Spezifitat und analytischer sowie diagnostischer Sensitivitat ermoglicht. Das 
vorzugsweise eingesetzte Substrat Glycyl-L-Prolin-Hydrazid wird durch DP IV in einem pH-Bereich zwischen 7,0 und 
10,0 spezifisch zu Glycyl-L-Proiin und Hydrazin gespalten. Letzteros wird mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in 
alkoholisch-salzsaurer Losung zu einem Farbstoff umgesetzt und kolorimetrisch bestimmt. Die Ef findung ist fur die 
thooretische methodische und klinische Enzymologie und fur die medizinische Diagnostik und VerlaufGbeobachtung 
spezieller Krankheiten. wie z. B. bestimmter Krebserkrankungen und Immunmangelsyndrome von Bedoutung. 
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Patentanspruchb: 

1 . Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidylpeptidaso IV (DP IV) in menschlichem 
und tierischem Untersuchungsmaterial, gekennzelchnet dadurch, daft zur Bestimmung ein 
Substrat der Formel R-Pro-NH-NH 2/ worin R fQr eine proteinogene AminosSure steht, 
vorzugsweise aber Glycyl-L-Prolin-hydrazid oder L-Alanyl-L-Prolin-hydrazid eingesetzt wird, das 
durch DP IV in einem pH-Bereich von 7,0-10,0 spezifisch zu R-Pro (R in der obigen Definition), 
vorzugsweise aber zu Glycyl-L-Prolir. bzw. L-Alanyl-L-Prolin und Hydrazin gespalten wird und das 
enzymatisch freigesetzte Hydrazin mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in alkoholischer salzsaurer 
Losung unter gleichzeitigem Abbruch dor Enzymreaktion zu einem Farbstoff umgesetzt und 
kolorimetrisch bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daS das entsprechende Substrat der Formel 
R-Pro-NH-NHj, worin R fur eine proteinogene Aminosaure, vorzugsweise fur Glycin oder L-Alanin, 
steht, aus Y-R-Pro-X, worin R wie oben definiert i<;t, X fur eine Estergruppierung, vorzugsweise 
Methyl-, Ethyl-, Benzyl- oder Phenacylester und Y fur Benzyloxycarbonyl, p- 
Methoxybenzyloxycarbonyl,Biphenylisopropyloxycarbonvl, a,a'-Dimethylbenzyloxycarbonyl, 
o-Nitrophenylsulfenyl oder vorzugsweise tert. Butyloxycarbonyl stehen, aufgebaut, durch 
Verknupfung von Y-R-OH mit Pro-X nach den in der Peptidchemie ublichen Techniken durch 
Hydrazinolyse und anschliefJender acidolytischer oder hyHrogenolytischer Abspaltung des. 
hestes Y nach den in der Peptidchemie fur diese Aminoschutzgruppen ublichen 
Deblockierungsbedingungen erhalten wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und2,gekennzeichnetdadurch # daBdasjeweiIsverwendeteSubstraiin 
Form eines Salzes, vorzugsweise als Dihydrochlorid eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , 2 und 3, gekennzelchnet dadurch, dafc sowohl eine- Vorf eld- und 

Dif ferentialdiagnostik als auch eine Verlaufs- und Therapiekontrolle von Krankheiten, vorzugsweise 
bestimmter maligner Erkrankungen und Immunmangelsyndrome, wie z. B. AIDS, nach einem 
einfachen Verfahren moglich ist. 



Anwendungsgebletdor Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidylpeptidaso IV (DP IV) (Ec 3,4.14.5) in 
menschlichem und tierischem Untersuchungsmaterial zur Ldsung biochemisch-wissenschaftlicher und medizinisch- 
diagnostischer Aufgaben. 

Die Bestimmung von DP IV-Aktivitaten In Korperflussigkeiten vornehmlich als Marker fur T M -Lymphozyten gewinnt zunehmend 
an Bedeutung in der enzymologischen Differentialdiagnostik von Erkrankungen mit lymph ozytdrer Reaktion und von 
Immunmangolsyndromen verschiodener Atiopathogenese, 

Die Anwendung der DP IV in der biochemischen Grundlagenforschung betrifft die Abkltfrung enzymkinetischer Probleme und 
die Stellung des Enzyms innerhalb proteolytischer Prozesse unter Freisetzung oder Abbau pharmakologisch und physiologisch 
aktiver Peptide. 

Die Erfindung ist damit fur die biochemischen und medizinischen Wissenschaften, fur Forschung und medizinische Betreuung, 
fiir Diagnostik und Therapiekontrolle von Interesse und Bedeutung. 



Charakteristik der bekannten technlschen Losungen 

Zur Oestimmung von Aktivitat der Dipeptidylpeptidase IV wurdon bisher ausschliefllich M ethoden auf der Grundlage der 
Substrate G!ycyl-L-Prolin-4-nitroanilid, L-Alanyl-L-Prolin-4-nitroanilid bzw. der entsprechendon 0-Naphthylamide und 
Coumannamide eingesetzt (M. Harada et al. Biochim. Biophys. Acta 705, 288 (1982), Biochim. Biophys. Acta 576, 280 [1979] 
K.lmai et al. J. Biochem. [Tokyo] 93, 431 [1983]). Die Verfahren mit Verwendung dieser Substrate haben Nachteile: 

— Die Methode unter Verwendung von Gly-Pro-p-nitroanilid besittf aufgrund des vergleichsweise niedrigen molaren 
Extinktionskoeffizienten der enzymatisch freigesetzten und zu bestimmenden chromogenen Komponente p-Nitroanilin eii 
geringe analytischo und dadurch bedingto eingeschrfinkte diagnostische SensitivitSt. 

— Alle bisherigen Verfahren orfordcrn Photometer mit kinetischer Reglstrierung und sind daher aufgrund der damit 
verbundenenlnvestitionskostennicht in alien medizinischen Laboritorien unter okonomischen Aspekten praktikabel. Diesc 
Aspekt gewinnt besondero Relevanz bei Einsatz des Verfahrens in der Vor fefddiagnostik. 



....<:n mou.z.mschen laDoratonen pra*tiKablen koiorimetinrhm, Methoas ^rc:;:;r;l;;cn ^Jn^^nwusen bosummung v. 
■■ .^'..vitaten der DP IV in Korperflussigkeiten zur Fruhorker.nung, Differentialdiagnostik und Vorlaufskontrollo von bostimmton 
Erkrankungen mit Storungcn im Immunsystom mit hoherer diagnostischer Sensitivitat. 
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Die Erfindung ist vorzuc-* 'else gedacht als Massen-Screening-Verfahren zur enzymologiachen Erfassung von 
Immunmanoelsyndromen, insbesondore von Acquired immuno - deficiency syndrome (AIDS), 

Die Erfindung dlent damit der Erfindung von Qualitfit und Wirkaamkeit In der medizlnischen Betreuung in ihrer Etnheit von 
Prophylaxe, Diagnostik und Therapie und besitzt damit hohe gesundheltspolitische Bedeutung. 



Darlegung des Wesens der Erfindung 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, fur die kolorimetrlsche Bestimmung von DP IV Substrate zu entwickeln, welche mit 
hoher enzymatischer Spezifitflt und analylischer und dlagnostlccher Sensitivitat die Ermittlung der Enzymaktivitaten minels 
einfacher Methodik unter Verwendung einer photometrischen Grundausstattung in all an medizinlschen Laboratorien bzw. mit 
elnem automatiaierten Verfahren nach dem .flow-stream'-PrlnzIp bei Massenuntorr jchungen geitattet. 
ErfindungsgomaB wird zur Bestimmung der IV-Aktivttat oin Substrat der Forme'. I 

R-Prc-NH-NH 2 ( (D 

wobei R fur eine proteinogene Aminosaure steht, vorzugsweise aber Glycyl-L*Prolin*hydrazid oder L-Alanyl-L-Prolinhydrazid, 
eingesetzt. 

Ihre Darstellung ist dadurch gekennzeichnet, daG man Verbindungen der Formel II 

Y-R-Pro-X t l»> 

wurin n fur eine proieinogene Aminosaure, vorzugsweise tUr Glycin- Oder L-Alanin, X fOr eine Estergruppierung bevorzugt 
Methyl-, Ethyl-, Benzyl- oder Phenacylester und Y fur Benzyloxycarbonyl, p-Methoxybenzyloxycarbonyl, 
Biphenylisopropyloxycarbonyl, a,a'-DimothyIbenzyloxycarbonyl, o-Nitrophenylsulfenyl oder vorzugsweise furtert. 
Butyloxycarbonyl stehen durch Verknupfung von Y-H-OH mit H-Pro-X nach den in der Peptidchemie ublichen Techniken, 
vorzugsweise nach der Mischu.nhydrid-Methode mittels Chlorkohlensaureisobutylester auibaut, durch Umsetzung mit 
alkoholischer Hydrazinlosung in Verbindungen der Formel III 

Y-R-Pro-NH-NH 2 (HO 

mit R und Y in der obigen Definition uberfuhrt, aus denen man durch acidolytische oder hydrogenolytischo Abspaltung des 
Restes Y nach den in der Peptidchemie fur diese Aminoschutzgruppen ublichen Deblc :kierungsbedingungsn das entsprechende 
Substrat gematJ Formel I erhSIt, das vorzugsweise als Salz insbesondere als Dihydrothlorid fur die kolorirnelrische DP IV- 
Bestimmung eingesetzt wird. 

Das entsprechende erfindungsgemaU dargestellte Substrat entsprechend Formel I zeichnet sich dadurch aus, daS es durch 
DP IV zu R-Pro (R steht fur eine protetnogene AminosMure), vorzugsweise aber Gly-Pro oder Ala-Pro und Hydrazin In einem 
pH-Bereich von 7,0 bis 10,0, vorzugsweise zwischen 7,5 und 8,5 gespalten wird, wobel das enzymatisch freige setzte Hydrazin bei 
Zugabevonp-DimethylaminobenzalrJehyd in alkoholischer salzsaurerLosung unter gleichzeitigem Abbruch der Enzymreaktion 
zu einem orangeroten Farbsalz umgesetzt und kolorimetrisch bestimmt wird. 
Die bei 455mm gemessene Extinktion des Farbstoffes ist der DP IV-Aktivit8t direkt proportional. 



AusfQhrungsbelsplele 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeisplelen erlSutert. 

Abkijrzungen fur Aminosaure- und Peptidderivate entsprechend IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, J.Biol. 
Chem.247, 977(1972), 

1. Darstellung von Glycyl-L-prolin-hydrazId ■ 2Hydrochlorld 

8,89 tort. Butyloxycarbonyl (Boc)-glycin in 50ml Tetrahydrofuran worden bei -15°C unter Ruhren nacheinander mit 6,4 ml 
N-Methylmorpholin und 6,5ml Chlorkohlensaureisobutylester versetzt und nach 8 Minuten 6,4 ml N-Methylmorpholin und 
sofort danach 8 ( 3g L-Prolir.-mothylester • hydrochlorid In 30ml Tetrahydrofuran und oinigen Tropfen Wasser hinzugofugt. Der 
Ansatz wird 1 Stunde Dei -15°C und 3 Stundenbei Raumtemperatur geruhrt. Danach dampft man das Losungsmittel i.Vak. ein, 
tost den Ruckstand in Essigoster, wnscht nacheinander mit Wnsser, gesSttlgter NaHC0 3 -Losung, Wasser, 5%iger KHS0 4 -L6sung 
und Wasser. Die organische Phaso wird Ober Na a S0 4 getrocknet und der Essigester i.Vak. verdampft. I:s warden 1 l,2g Boc-G!y- 
Pro-mothylester erhalten. Der geschutzte Dipeptidmethylester wird in 50ml Ethanol gelost und mit 10 ml Hydrazinhydrat 
versetzt. 

Nach 24stiindigem Stehen boi Raumtemperatur ISSt man das LSsungsmittel I.Vak. verdampfen. Das erhaltene Produkt Boc-Gly- 
Pro-NH-NH, wird mit Ether verrieben, abgesaugt, sorgfaitig im Hochvakuum uber Schwefelsfiure getrocknet (Schmp. 183 bis 
187°C),[alS' « -63,6° « 0,5 in Methanol) und zur Entfernung der Boc-Schutzgruppe 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 120ml 



~- 1-3,6"' c u.b in Mothanoi 

Dunnschichtchromatographisch einheitlich auf Kiesolgelfolie Silufoi UV :M , £SSR, in 1-Butanol-Pyridin-Essigsauro-Wasser 
(20:20:6:24), 1-Butanol-Essigsaure-Wassor-Essigester (20:20:20:20) und 2-Butanol-Ameisenr flure-Wasser (75:13,5:11,5) 
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2. KolorlmatrUcheBeatlmmungderDPIV.Aktlvltlt url .„„ 
0,500ml Sub.trat.Puffer.Geml.ch, be.tehend au. 16,32 mmol/l Gly-Pro-Hydrazld • 2HCI In W 4 *« n » la | n ' n -" C ^ P ""'' . 
(200 mmol/l) vom pH 9.1. warden auf 37'C temperlert unil mil O.OiOml Serum Ur elne Zelt von 15 mln Inkublert. N«<* i der 
Inkubatlon warden 6,00ml Farbreagen., beatehend aus 1 Volumantell elner Lfl.ung von 4g Dlmethylamlnobenzoldahyd In 
100ml 96%lgem Ethanol Oder Methanol und 17 Volumentdlen 0,1 N Salisaure, lugegeben und die Ansaue nach 30mln 
Farbentwicklu.igbei4&5nmgegenelnenLeerwertgeme8sen. w.„..k m it 
Diaser Leerwert wird wis folgt behandelt. 0.600ml das Substrat-Puffer-Gemlschea warden 1 5mm bel 37'C Inkublert, danach mit 
5,00ml Farbreagens und anschlieBend mil 0,020ml Serum versetil. 

Aua dan Extinktionsdifferenzon wird Obar elnen Hydrazin-Verglelchsansau oder den molaren Extrnktionskoeffizlenten die 
EnzymaktivltSJ in nmol/(s • I) errechnet. 



